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Resumen

El carcinoma de células escamosas (CCE) es una neoplasia maligna frecuente en felinos, particularmente en zonas con
exposicion solar crénica. La electroquimioterapia (EQT) se presenta como una modalidad terapéutica emergente que
potencia la captacién de agentes citotdxicos por las células tumorales. Por otro lado, la micoterapia, a través de extractos
de hongos con propiedades inmunomoduladoras, representa una alternativa complementaria para mejorar la tolerancia
a tratamientos convencionales, pudiendo potenciar la respuesta antitumoral desde un enfoque inmunoestimulante
y coadyuvante. Este estudio tuvo como objetivo evaluar la eficacia clinica y la sequridad del tratamiento combinado
de EQT con bleomicina y el suplemento inmunomodulador HIFAS ONCO PET® en comparacion con la EQT sola, en gatos
diagnosticados con CCE en estadios avanzados.
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El carcinoma de células escamosas (CCE) es una neoplasia altamente
maligna que surge de las células epidérmicas, que inducen la
diferenciacidn en queratinocitos que normalmente producen queratina.
Los CCE son los tumores mas comunes en los gatos y representan
aproximadamente el 10,4% de los tumores cutaneos felinos que afectan
sobre todo al plano nasal, las orejas. Los gatos mayores de 10 a 12 afios
suelen tener un mayor riesgo.”?

En cuanto a los tratamientos, la electroquimioterapia (EQT) ha sido
investigada durante los Ultimos 15 afios como tratamiento paliativo,
adyuvante, neoadyuvante o administrada en el momento de la
cirugia en multitud de lesiones neoplasicas.™

Esta terapia se basa en la electroporacion (creacion de poros en la
membrana celular) reversible y temporal de las células tumorales,
mediantelaaplicacidnde pulsoseléctricos, conelectrodos disefiados para
este fin. El objeto de permeabilizar la membrana celular es la de permitir
el ingreso de agentes citotdxicos al espacio intracelular, causando de
esta manera que su efectividad aumente considerablemente.

En la EQT para tratar los CCE en gatos, el citostatico elegido para la
administracién intravenosa suele ser la bleomicina. Se puede utilizar
inyectandolo directamente en la lesion (intratumoral) e incluso combinar
con la inyeccidn por via intravenosa. Tras su ingreso en el paciente y
su distribucion en el espacio intersticial de las células, se procede a la
aplicacion de una serie de pulsos eléctricos que se aplican en el drea
directamente con electrodos disefiados para cada localizacién o tipo
de lesion. La propia electricidad, ademas del efecto del quimioterdpico
en el ADN de las células cancerigenas, puede destruir por si sola, a las
células

La micoterapia veterinaria, por su parte, ha ganado relevancia por su
capacidad para modular el sistema inmunoldgico, reducir la inflamacidn
y actuar como adyuvante en tratamientos antitumorales en
medicina humana®®. HIFAS ONCO PET® es un alimento
complementario desarrollado a partir de extractos de hongos
medicinales (Hericium erinaceus, Coriolus versicolor, Ganoderma
lucidum, entre otros) que contienen betaglucanos, polisacéridos
con efecto inmunoestimulante y citotéxico indirecto.

Diversos estudios en medicina humana han evaluado el papel de la
micoterapia como terapia coadyuvante en pacientes oncoldgicos,
mostrando resultados prometedores. En particular, el polisacarido K
(PSK), derivado del hongo Trametes versicolor, ha sido ampliamente
estudiado en Japén como complemento a la quimioterapia en
pacientes con cancer gastrico y colorrectal, demostrando un aumento
significativo en la supervivencia global y una menor tasa de recurrencia
tumoral. Asimismo, el hongo Ganoderma lucidum ha mostrado efectos
inmunomoduladores beneficiosos en pacientes con cancer de pulmén,
al mejorar la respuesta inmunitaria y la tolerancia a tratamientos
convencionales. Estos hongos actlian mediante mecanismos que
incluyen la estimulacién de linfocitos CD8, produccion de citoquinas,
apoptosis tumoral y reduccidn de efectos secundarios asociados a la
quimioterapia y radioterapia. Estos hallazgos respaldan la utilizacién
de extractos flngicos como complemento terapéutico en oncologia,
justificando su evaluacién en medicina veterinaria.

El objetivo de este ensayo clinico (estudio de cohorte prospectivo) fue
evaluar la efectividad en el aumento del apetito, recuperacién clinica
y parametros analiticos, asi como observacién de recidivas en ambos
grupos (10 casos controles y 10 casos tratados), teniendo en cuenta los
estudios en medicina oncolégica humana.

Este estudio experimental incluyd a 20 gatos que presentaban lesiones
faciales diagnosticados mediante biopsia cutanea de CCE.

Se realizaron estadiajes de todos los pacientes a los cuales se les
realizaron radiografias de torax en tres proyecciones/vistas (ventro-
dorsal, lateral izquierdo y lateral derecho), analitica de sangre completa,
test para Inmunodeficiencia y Leucemia felinas, citologia ganglionar
en ganglios centinelas (submandibulares). Todos los animales estaban
libres de metastasis pulmonar (evaluacién radiogréfica y citoldgica)
y fueron clasificados en estadios T3 y T4 (clasificacién modificada de
Owen, 1980). NingUin tutor accedi6 a realizar Tomografia Computerizada
(TC) como parte del estadiaje, siempre recomendable en las regiones
afectadas y zonas de mayor predisposicion de metdstasis (regiones de
cabeza y tdrax). Uno de los pacientes del grupo tratado con Hifas era
positivo al virus de Leucemia felina y otro a Inmunodeficiencia felina.
En el grupo control no se incluyd ningdn paciente positivo a retrovirus.

Los pacientes fueron divididos en dos grupos de intervencion:

» Grupo experimental (n=10): EQT con bleomicina + HIFAS ONCO PET®.
« Grupo control (n=10): EQT con bleomicina Gnicamente.

Todos los animales fueron sedados con hidrocloruro de medetomidina
(Medetor® 1mg/ml, solucién inyectable, Virbac, Barcelona) a dosis
de 50 microgramos por kilo. Esta se podia combinar con
hidrocloruro de petidina (Petidina® 50 mg/ml solucidn inyectable,
Panpharma, Alemania) a dosis de 01 mi/kg y con midazolam
(Midazolam® 15 mg/3 ml, inyectable, Normon) a dosis de 0,01 mli/kg.
Estos tres farmacos se administraban juntos por via intramuscular.
Tras la sedacion se les colocaba en una de las extremidades un
catéter intravenoso para la administracion del propofol, la
bleomicina y la sueroterapia de mantenimiento. Se utilizé el mismo
acceso venoso para toda la medicacion y la infusion de
cristaloides.

Se realizaba induccién con propofol (Propovet®, 10 mg/ml,
suspension multidosis, Zoetis, Madrid) por la via intravenosa. Todos
los animales fueron intubados y sometidos a anestesia general con
isoflurano (IsoVet 1000mg/g liquido para inhalacién del vapor, Braun
Vetcare, Barcelona) mezclado con oxigeno mediante concentrador.

Como citostatico se utilizd en todos los casos bleomicina de
15000 UI con una concentracion de 1500 Ul/ml (Bleomicina 15000 Ul
Mylan, polvo y disolvente para solucién inyectable, Barcelona,
Espafia). Se administrd por via intravenosa diluida con suero
fisioldgico estéril en una proporcién 1:3 o 125. En primer lugar, se
calculaba la dosis con la conversidn del peso del paciente en
metros cuadrados de superficie corporal utilizando la férmula:
peso?3 x 10/100. Una vez obtenidos los metros cuadrados de
superficie corporal del paciente se calculaba la dosis del farmaco
utilizando la calculadora de dosis del siguiente enlace (https://
www.leroybiotech.com/indications/bleomycin-iv-calculator/) siendo
la misma a 15000 Ul/m2.

Una vez los animales estaban en un buen plano anestésico, se
les administraba la bleomicina diluida en suero fisiolégico en el
transcurso aproximadamente de 2 minutos. Tras la completa inyeccién,
se esperaba 8 minutos y se procedia a aplicar, mediante los
electrodos, los pulsos eléctricos.



En algunas lesiones donde el espesor de la lesién se consideraba
excesivo, se afiadié la aplicacion de la bleomicina intratumoral, y se
calculé la dosis en base al tamafio de la lesidn con la férmulaa x b x ¢
x 7t/6 (alto x ancho x largo) y se administraba con aguja hipodérmica
en el espesor de la lesién, 2 minutos antes de comenzar con la
aplicacién inmediata de los pulsos eléctricos.

El aparato utilizado para la aplicacion de pulsos fue un electroporador
automatico con emision de 8 trenes de pulsos cuadrados (ElectrozVet®,
Leroy Biotech, Francia).

Todos los pacientes comenzaron terapia antiinflamatoria con meloxicam
(Meloxicam® 0,5 mg/ml, Boehringer Ingelheim) via oral a dosis de 0,1 ml/
kg cada 24 horas a las 48 horas de la intervencién. Como tratamiento
analgésico para el dolor de las primeras semanas se utilizd buprenorfina
(Buprecare® 0,3 mg/ml, solucién inyectable, Ecuphar, Barcelona)
sublingual durante 10 2 semanas tras la sesion de electroguimioterapia.

El suplemento HIFAS ONCO PET® se administrd por via oral a dosis de 0,5
mi/kg, diariamente durante 180 dias desde el primer dia (Dia 0/T0) en
la boca o en la comida.

Las evaluaciones clinicas se realizaron en cuatro momentos: dia 0 (T0),
dia 30 (130), dia 90 (T90) y dia 180 (T180). El dia TO correspondia con el
dia de la aplicacion de la electroguimioterapia.

Para evaluar las diferentes respuestas clinicas de los 20
animales, comparando ambos grupos, se monitorizaron los siguientes
parametros:

+ Respuesta lesional: Enfermedad Progresiva (EP), Enfermedad Estable
(EE), Recuperacion Parcial (RP) y Recuperacién Completa (RC). Para ello
se media la lesion con calibrador (pie de Rey), se evaluaba el grado de
sangrado, invasion del tejido, presencia nuevas lesiones y metastasis en
ganglios o a distancia (pulmonar).

- Respuesta clinica global: control del peso, color de mucosas, TRC,
apetito.

- Incidencia de efectos adversos: presencia de vémitos, edema,
inflamacidn e infeccion.
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Para ello en cada visita los animales se pesaban, se hacia exploracidn
fisica general y en la revision T180 se realizaba otra analitica de control
y radiografias de térax para comparar la respuesta a nivel analitico.
A ninglin animal se le hizo TC, pues los tutores rechazaron realizarlo,
aunque se recomendd en todos los casos.

Para el analisis de datos se realiz6 una evaluacién de datos perdidos y
la prueba de Shapiro-Wilk para analizar la normalidad de los datos. Para
las variables cuantitativas se informd de la media, desviacion estandar,
varianza, asimetria, curtosis y percentiles. Los graficos utilizados fueron
el histograma y el diagrama de cajas. Para las variables cualitativas se
informé de la frecuencia absoluta y la frecuencia relativa. EI grafico
utilizado fue el diagrama de barras. Todas las variables fueron informadas
en funcién de la muestra total y seqtin el grupo de tratamiento.

Para evaluar los cambios intra-sujeto a lo largo del tiempo (a los 0 dias,
a los 30 dias, a los 90 dias y a los 180 dias), en el estadio del céncer,
la respuesta al tratamiento y los efectos adversos se utilizd la prueba
no paramétrica de Friedman. Se utilizardn gréficos de lineas para
representar la evolucién de cada participante.

Para evaluar si existen diferencias en el grupo de tratamiento en cada
una de las fases del estudio (a los 0 dias, a los 30 dias, a los 90 dias y
a los 180 dias) en el estadio del cancer, la respuesta al tratamiento y
los efectos adversos se utilizé la prueba no paramétrica de U de Mann
Whitney.

Todas las pruebas se realizan con un valor de significancia del 95%,
considerandose estadisticamente significativo p<0,05.
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Se analizaron un total de 20 gatos diagnosticados con carcinoma de células escamosas mediante biopsia, distribuidos equitativamente entre
un grupo experimental (EQT + HIFAS ONCO PET®) y un grupo control (EQT sola). La mayoria fueron machos (80% en el grupo experimental y 70%
en el control) y presentaron una media de edad de 9,3 y 10,5 afios respectivamente. Al inicio del estudio, todos los pacientes recibieron EQT con
bleomicina, y la mayoria mostraban alteraciones analiticas (80% en el grupo experimental, 60% en el control).

En cuanto al estadio tumoral, la mayoria de los gatos estaban en estadio 3 en T0. A los 30 dias (T30), el 40% del grupo experimental alcanzd estadio
0y el 60% estadio 1, mientras que en el grupo control el 60% permanecia en estadio 2. A los 90 dias (T90), el 60% de ambos grupos logré estadio 0.

Sin embargo, en T180, el 83,33% del grupo experimental alcanzé estadio 0, frente a un 0% en el grupo control, que mostré mayor prevalencia en
estadio 2. El andlisis estadistico mostré diferencias significativas en T30 (p = 0,0021; z = -3,079) y T180 (p = 0,0184; z = -2,358), con una clara tendencia
hacia la regresion tumoral en el grupo experimental.

En relacién con la respuesta clinica, todos los gatos presentaban enfermedad estable en T0. A los 30 dias, la mayoria mostrd respuesta parcial (60%
en el grupo experimental y 80% en el control). En T90, el 60% de ambos grupos lograron respuesta completa, aunque en T180 el grupo experimental
alcanzd un 83,33% de respuestas completas frente a un 25% en el control. Esta diferencia fue estadisticamente significativa en T80 (p = 0,0061; z
=2.142).

En cuanto al perfil de sequridad, no se observaron efectos adversos en T0. A los 30 dias, el 80% de los gatos del grupo experimental no mostrd
efectos adversos, frente al 40% en el grupo control. No se reportaron efectos adversos en T90 ni en T180 en ninguno de los grupos. Se detectaron
diferencias significativas en T30 (p = 0,0251; z = -2,222), lo que indica una mejor tolerancia del tratamiento combinado.

En cuanto a la mortalidad, se registraron 3 fallecimientos (30%) en el grupo experimental y 2 (20%) en el grupo control. Aunque esta diferencia
no fue estadisticamente significativa, sugiere la necesidad de realizar estudios con mayor tamafio muestral y sequimiento mas prolongado para
establecer conclusiones sdlidas.

Se analizaron inicialmente un total de 20 gatos, de los cuales 10 pertenecian al grupo experimental (50%) y 10 al grupo control (50%). En ambos
grupos, el sexo masculino fue predominante, suponiendo en el grupo experimental un 80,00% y en el control 70,00%.

La media de edad en el grupo experimental fue de 9,3 afios (DE = 3,37 afios), mientras que en el grupo control fue de 10,5 afios (DE = 2,76 afios).

Grupo = Experimental

Grupo = Control

En el tiempo inicial (T0), tanto en el grupo experimental como en el grupo control, la mayor parte de los gatos fueron diagnosticados de CCE en
estadio 3 (90,00% y 80,00%, respectivamente).
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Grafico 1: Diagrama de barras del estadio de cancer en T30 en funcion del grupo de tratamiento.
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En T30, en el grupo experimental la mayor parte de los gatos fueron diagnosticados de cancer en estadio 1(60,00%). En el grupo control la mayor
parte de los gatos fueron diagnosticados de cancer en estadio 2 (60,00%).

Grafico 2: Diagrama de barras de la respuesta al tratamiento en T30.
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En T30, tanto en el grupo experimental como en el grupo control, la mayor parte de los gatos presentaron una recuperacion parcial con el tratamiento
(60,00% y 80,00%, respectivamente).

Grafico 3: Diagrama de barras del estadio de cancer en T90 en funcion del grupo de tratamiento.

porcentajes

100

80 -

60 -

40 |

20

60

TO

Experimental

30
10
T T2

T3

T4

porcentajes

100

80 -

60 -

40 |

20

Control

60

En T90, en el grupo experimental y el grupo control tanto en el grupo experimental como en el grupo control, la mayor parte de los gatos fueron

diagnosticados de cancer en estadio 0 (60,00% en ambos casos).
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Grafico 4: Diagrama de barras de la respuesta al tratamiento en T90 en funcion del grupo de tratamiento.
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EnT90, en el grupo experimental la mayor parte de los gatos presentaron una recuperacioén completa con el tratamiento (60,00% en ambos
casos). No existen resultados de sequimiento en dos de los gatos en el grupo experimental.

Grafico 5: Diagrama de barras del estadio de cancer en T180 en funcion del grupo de tratamiento.
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En T180, en el grupo experimental la mayor parte de los gatos presentaron una recuperacion completa con el tratamiento
(83,33%). No existen resultados de sequimiento en cuatro de los gatos en el grupo experimental. En el grupo control, la mayor parte de
los gatos presentaron una recuperacion parcial (75,00%). No existen resultados de sequimiento en dos de los gatos en el grupo control.

Grafico 6: Diagrama de barras de la respuesta al tratamiento en T180 en funcion del grupo de tratamiento.
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Grafico 7: Evolutivo en dias del estadio del cancer en funcion del grupo de tratamiento.
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Grafico 8: Evolutivo en dias de la respuesta al tratamiento en funcion del grupo de tratamiento.
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Grafico 9: efectos adversos en ambos grupos en los 180 dias.
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Los resultados obtenidos en este estudio sugieren un beneficio clinico al combinar electroquimioterapia (EQT) con el suplemento inmunomodulador
HIFAS ONCO PET®. La mayor proporcion de remisiones tumorales completas, junto con la mejor tolerancia al tratamiento observada en el grupo
experimental, apunta a un posible efecto sinérgico entre la accién citotoxica local de la EQT™ y la modulacién inmunoldgica
sistémica proporcionada por las nanoemulsiones de hongos biofermentados.

La reduccién significativa de efectos adversos en el grupo tratado con HIFAS ONCO PET® sugiere un efecto protector frente a la inflamacién
inducida por la EQT, atribuible a las propiedades antioxidantes, antiinflamatorias e inmunorreguladoras de los hongos utilizados (como Coriolus
versicolor y Ganoderma lucidum).*®Estos hongos han sido ampliamente estudiados en medicina humana por su capacidad para activar la inmunidad
innata y adaptativa, promover la maduracion de células dendriticas, y potenciar la citotoxicidad mediada por linfocitos T CD8+ y células NK,
lo cual se traduce en una mejor respuesta antitumoral.”

Ademds, se ha demostrado que sus principios activos, como los polisacdridos PSK y PSP, regulan la apoptosis tumoral via mitocondrial (caspasa
3/9), modulan la angiogénesis mediante inhibicién de VEGF y mejoran el perfil inmunolégico general (incremento de CD4+/CD8+ y
reduccion de T reqguladores).®" Estos mecanismos celulares, descritos en mdltiples estudios clinicos y preclinicos, sustentan el uso de micoterapia
como herramienta coadyuvante en protocolos oncoldgicos.

Por ejemplo, en pacientes con cancer colorrectal resecado, la administracion oral de PSK (polisacarido K extraido de Coriolus versicolor) como
inmunoterapia adyuvante prolongé de manera significativa el periodo libre de enfermedad y mejord la supervivencia global.’® Asimismo, estudios en
pacientes con cancer gastrico, mamario y pulmonar han documentado mejoras en parametros inmunoldgicos, reduccion del tamafio tumoral y
mejor tolerancia a los tratamientos citotoxicos convencionales cuando se emplearon extractos de Ganoderma lucidum 3¢ Estas evidencias clinicas
en oncologia humana aportan un respaldo relevante al uso de estos compuestos en medicina veterinaria, especialmente en pacientes con sistemas
inmunitarios comprometidos como los felinos oncoldgicos.

En medicina veterinaria, esta es la primera serie de casos publicada que evalda el uso de HIFAS ONCO PET® combinado con EQT en gatos con carcinoma
de células escamosas, con resultados clinicos positivos, buena tolerancia y ausencia de efectos secundarios significativos. La galénica liquida favorecié
la adherencia por parte de los tutores y permitié un uso prolongado sin complicaciones.”

Desde un enfoque de oncologia integrativa, estos hallazgos refuerzan la necesidad de contemplar terapias multimodales en oncologia felina,
combinando técnicas locorregionales efectivas como la EQT con estrategias inmunonutricionales que refuercen la respuesta del sistema inmune.
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La combinacidn de electroguimioterapia con HIFAS ONCO PET® representa una estrategia terapéutica prometedora como tratamiento coadyuvante
en el carcinoma de células escamosas felino en estadios avanzados. Los resultados obtenidos en esta serie de casos, aunque limitados en tamaiio
muestral, sugieren una mejora clinica tanto en la respuesta tumoral como en la tolerancia al tratamiento, con una reduccion significativa del
estadio tumoral y una mayor proporcion de remisiones.

Asimismo, los datos indican una incidencia significativamente menor de efectos adversos en el grupo tratado con el suplemento, lo que refuerza
su perfil de sequridad y su utilidad como coadyuvante para mitigar la toxicidad del tratamiento convencional. Este efecto puede atribuirse
a las propiedades inmunomoduladoras, antiinflamatorias y adaptdgenas de los compuestos bioactivos presentes en los hongos medicinales
estandarizados®

Los hallazgos obtenidos en este estudio abren la puerta al uso de estrategias terapéuticas integrativas en oncologia veterinaria, donde los productos
nutracéuticos como HIFAS ONCO PET® pueden complementar los tratamientos convencionales, no como sustitutos, sino como herramientas
eficaces para optimizar la inmunocompetencia y la calidad de vida en pacientes oncoldgicos. La EQT por si sola ya ha demostrado eficacia
en la reduccion del estadio tumoral y mejora de la supervivencia'®, no obstante, la importancia de la oncovigilancia e inmunocompetencia
del propio sistema inmunitario en el desarrollo de nuevas lesiones o del control de las células ya existente en el organismo, ponen de
manifiesto la importancia de los tratamientos multimodales en oncologia.

En conclusidn, los resultados avalan la integracién de HIFAS ONCO PET® en protocolos terapéuticos multimodales en medicina
veterinaria oncoldgica, siempre dentro de un enfogue clinico controlado y basado en evidencia cientifica sélida.
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Tratamiento de soporte en procesos oncolégicos, especialmente para perras de edad avanzada con carcinoma mamario.

Producto simbiético que contribuye a corregir la disbiosis y a modular la respuesta inmune y da soporte a la eficacia del
tratamiento oncolégico, mejorando la calidad de vida de perros y gatos a través de mecanismos de inmunomodulacién.

Ayuda en la recuperacién de estados de anorexia, caquexia y debilidad asociados.

Los betaglucanos 1,3 - 1,6, moléculas activas presentes de manera natural en los hongos, ayudan a reforzar las defensas
y estimular la produccion de anticuerpos y la actividad de los leucocitos (fagocitosis), linfocitos (blastogénesis), neutréfilos
(PMN), monocitos, macréfagos y células dendriticas, promotoras de la produccién en cascada de citoquinas e interleucinas,
responsables de la respuesta inmunitaria.
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